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近年，医薬品開発の成功確率は低下傾向にあり，新薬創出は厳しさを増している．新
薬となる化合物には，優れた薬効ならびに十分な安全性が求められるだけでなく，併用
薬に重大な影響を及ぼす，いわゆる薬物相互作用のリスクを回避する必要性がある．薬
物相互作用で問題となる多くは薬物代謝に関連し，特に薬物代謝において重要な役割を
果たすシトクロム P450（CYP）の阻害と誘導がその大部分を占めている．中でも，酵
素誘導は化合物により薬物代謝酵素含量および活性が増加する現象としてよく知られ，
酵素誘導が引き起こされると，併用薬または投与薬剤自身の代謝が亢進することで血中
濃度が低下し，治療効果が減弱する危険性がある．酵素誘導は主に遺伝子発現レベルで
調節されており，異物応答性の核内受容体であるプレグナン X 受容体（pregnane X 
receptor，PXR），構成的アンドロスタン受容体（constitutive androstane receptor，CAR）
および芳香族炭化水素受容体（aryl hydrocarbon receptor，AHR）が中心的に働く．CAR
はシトクロム P450（CYP）2B，CYP2C，CYP3A，グルタチオン転移酵素，硫酸転移酵
素，UDP－グルクロン酸転移酵素 1A1，OATP1，MRP2 および MRP3 を含む，多くの薬
物代謝酵素およびトランスポーターの発現を制御している．特に CYP2B6 の発現誘導に
関与しており，カルバマゼピン，エファビレンツおよびネビラピン等薬剤による CAR
活性化を介する CYP2B6 誘導が知られている．また，臨床薬物相互作用の事例として，
CAR 活性化能を持つ抗てんかん薬フェニトインと併用した抗腫瘍薬シクロフォスファ
ミドの血中濃度低下が報告されている．そのため，平成 26 年に厚生労働省より公表さ
れた「医薬品開発と適正な情報提供のための薬物相互作用ガイドライン（最終案）」の
中で，医薬品開発化合物の CYP2B6 誘導評価が義務付けられている．従って，創薬の早
期段階から CYP2B6 誘導ポテンシャルを確認する必要性はかなり高いと言え，誘導ポテ
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ンシャルが低いと予測される化合物をデザイン・合成することで，将来的な開発コスト
の縮小ならびに新薬創出の成功確度向上へ繋がると同時に，本来の目的である安全で使
い易い薬剤を患者さんに届けることが可能となる．創薬研究での CYP2B6 誘導リスク評
価として，ヒト肝細胞または不死化細胞を用いた in vitro 試験が多くの製薬企業で導入
されているが，試験コストおよびスループットの制限から，CYP2B6 誘導に繋がる CAR
活性化合物の十分な構造活性相関情報を得るのは難しい．一方，コンピュータを用いた
計算化学技術である in silico 手法は，これら制限を回避することが可能な魅力的なアプ
ローチである．ただし CAR 活性化合物を同定するための効果的な計算化学アプローチ
の報告は今日まで少ない．従って，本研究では，創薬プロセスで利用できる CYP2B6
誘導予測のための有効的な in silico 手法の確立を目的とし，CAR 活性化能を指標とした
3 次元定量的構造活性相関（3D-QSAR）モデルの開発を行った． 
以下に，3D-QSAR モデル開発の概略を示す． 
 
1. CAR 活性化データセットの整備 
生体内またはヒト初代肝細胞とは異なり，HepG2 細胞のような不死化細胞株では
CAR は恒常的に活性化し，通常存在する細胞質からリガンドの刺激無しに核内へ移行
するため，これまで不死化細胞株を用いた高感度の CAR 活性評価が困難であった．本
研究では，Chen らの報告 [1] に基づき，ヒト CAR リガンド結合部位近傍にアラニンを
一残基挿入した変異コンストラクト（hCAR1+A）を HepG2 細胞に導入した，高感度の
レポータージーン評価系を作成し，試験に供した．次に，市販薬剤，ステロイド，天然
物，可塑剤，産業物質および合成化合物を含む幅広い CAR 活性化剤の報告の中から，
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化学構造の多様性を考慮して 35 化合物を選抜し，hCAR1+A レポータージーン評価を行
った．35 化合物の CAR 活性化能は，EC2-fold（コントロールの 2 倍の活性となる濃度）
で表すと，0.02 µM～100 µM の範囲の幅広い活性を示し，本研究において，CAR 活性
化能評価の同一試験プロトコルとしては多様な化学構造ならびに活性からなる最大級
のデータセットを整備した． 
 
2. In silico ドッキングプロトコルの確立 
ドッキングスタディにおいてヒト CAR 蛋白のフレキシビリティを考慮し，かつリガ
ンドの正確な結合ポーズを明らかにするために，Fig. 1 に示す X 線結晶構造（PDB: 1XVP）
から作成した hCAR1+A の蛋白構造を用いた分子動力学（Molecular Dynamics, MD）シ
ミュレーションを行い，MD トラジェクトリから 10 個の多様なヒト CAR 蛋白構造のサ
ンプルリングを実施した．次に， X 線結晶構造のある， 2 つのリガンド；
6-(4-chlorophenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-carbaldehyde O-(3,4-dichloro-ben-zyl)oxime
（CITCO, 1XVP）および 5β-pregnane-3,20-dione（1XV9）について，Glide (Schrödinger Suite 
2014) を用い 10 個のヒト CAR 蛋白構造とのアンサンブルドッキングを行った．ドッキ
ングにより得られた Glide トップスコアの結合ポーズと X 線結晶構造の結合ポーズを比
較した結果，両化合物ともに RMSD は 2Å 以内であり，本ドッキングプロトコルを用い
て得られた結合ポーズが，X 線結晶構造の結合ポーズを再現することを確認した（Fig.2）． 
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3. 3D-QSAR モデルの構築 
CAR 活性化データセット 35 化合物を，モデル構築用のトレーニングセット 28 化合
物，およびモデル検証用のテストセット 7 化合物に分割後，先に確立したドッキングプ
ロトコルに従い，トレーニングセット 28 化合物のヒト CAR 蛋白構造に対する分子アラ
イメントを得た．得られた分子アライメントと CAR 活性化データから comparative 
molecular field analysis（CoMFA）モデルを構築し，その後，テストセット 7 化合物を用
いたモデルの検証を実施した．また，ヒト CAR リガンド結合部位には疎水性アミノ酸
が多く存在し，リガンドとの間の疎水性相互作用の重要性が知られていることから，標
準のCoMFAモデルでは十分に考慮されていない脂溶性パラメータの追加検証を行った．
脂溶性パラメータには logD7.4の計算値として ADMET predictor (Simulations Plus) で算
出した S+logD7.4記述子を使用し，S+logD7.4を追加した改良型 CoMFA モデルの構築な
らびに検証を行った．構築した標準 CoMFA および改良 CoMFA モデルの統計値を比較
した結果，両 CoMFA モデルにより予測された CAR 活性化能は実験値と良く一致して
おり（Fig. 3），トレーニングセットの r2はいずれのモデルも 0.99 であった．一方，トレ
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ーニングセットを用いたクロスバリデーションの r2 (q2) およびテストセットの予測 r2
は，標準 CoMFA モデルでそれぞれ，0.48 および 0.50，また改良 CoMFA モデルでそれ
ぞれ，0.74および 0.71であり，改良CoMFAモデルにおいてより優れた統計値を示した．
また，改良 CoMFA モデルで得られた等高線図は，CAR 蛋白リガンド結合部位の環境を
よく説明できるものであった（Fig. 4）．  
 
 
 
以上の結果，標準 CoMFA モデルへ脂溶性パラメータを追加することによる予測精度
の向上が示された．最後に，改良 CoMFA モデルを用いて，臨床で使用される類似の 2
次元構造を持つヒダントイン誘導体に対する CAR 活性化能の考察を行った．臨床で
CYP2B6 誘導を介した薬物相互作用の報告があるフェニトイン，および CYP2B6 誘導に
関する報告の無いエトトインの異なるヒト CAR 活性化能について考察した結果，両化
合物のヒト CAR 蛋白への結合ポーズおよび CoMFA 等高線図から，活性化能の差異を
説明可能であった． 
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以上，本研究では，まず多様な化学構造ならびに CAR 活性化能を持つ独自の化合物
データセットの整備，および 3D-QSAR モデル構築に必要な CAR 蛋白へのドッキング
プロトコルの確立を行った．次に，CAR 蛋白とリガンドの相互作用に重要な脂溶性パ
ラメータを考慮した改良型 CoMFA により，ヒト CAR 活性化能を精度高く予測する
3D-QSAR モデルを開発した．本モデルは，創薬研究へ適した幅広い化合物群の予測が
可能であり，創薬早期ステージから，CYP2B6 誘導に関連する薬物相互作用リスクを低
減した医薬品候補の選択に有益な知見を提供できると考える． 
 
[1] Chen T, et al. J Pharmacol Exp Ther 2010;332:106–15.  
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略語一覧	 
 
2D  : Two Dimensional 
3D  : Three Dimensional 
ADME  : Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion 
AHR  : Aryl Hydrocarbon Receptor 
AUC  : Area Under the Curve 
CAR  : Constitutive Androstane Receptor 
CITCO  : 6-(4-chlorophenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-carbaldehyde   
 O-(3,4-dichloro-ben-zyl) oxime 
CoMFA  : Comparative Molecular Field Analysis 
CYP  : Cytochrome P450 
DDIs  : Drug-Drug Interactions 
EGFR  : Epidermal Growth Factor Receptor 
FDA  : Food and Drug Administration 
GOLPE  : Generating Optimal Linear PLS Estimations 
MD  : Molecular Dynamics 
MRP  : Multidrug Resistance-associated Protein 
NLS2  : Nuclear Localization Signal 2 
OATP  : Organic Anion Transporting Polypeptide 
PBREM  : Phenobarbital-Responsive Enhancer Module 
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PDB  : Protein Data Bank 
PLS  : Partial Least Squares 
PPAR α  :  Peroxisome Proliferator Activated Receptor α 
PXR  : Pregnane X Receptor 
QSAR  : Quantitative Structure Activity Relationship 
ROC  : Receiver Operator Curve 
RMSD  : Root Mean Square Deviation 
RXRα  : Retinoid X Receptor α 
UDP  : Uridine Diphosphate 
XREM  : Xenobiotic-Responsive Enhancer Module
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近年，医薬品開発の成功確率は低下傾向にあり，新薬創出は厳しさを増している．国
内製薬企業 27 社を対象とした調査によると，2000 年から 2008 年の期間に国内外で開
発された医薬品 471 プロジェクトの臨床開発から承認に至る成功確率は 15%であり[1]，
さらに，世界的に過去最低レベルと言われる 2009 年から 2010 年の成功確率に至っては
わずか 6%であった[2]．医薬品開発の中止理由として，1990 年代初頭，候補化合物の薬
物動態	 面の課題，すなわち，吸収（Absorption），分布（Distribution），代謝（Metabolism）
および排泄（Excretion）からなる ADME 特性の問題が全体の約 40%に達していたが，
その後，ADME 課題の少ない化合物を選抜するために開発初期から薬物動態評価を拡
充した製薬企業の努力により，2000 年には中止理由の約 10%まで改善した[3]．しかし
ながら，医薬品開発における薬物動態面の課題には，純粋な ADME 特性以外の問題と
して，薬剤の併用により見かけ上の薬効不足または副作用が発現する，いわゆる薬物相
互作用（Drug-Drug Interactions，DDIs）も含まれるため，依然対策は必要である．医薬
品相互作用ハンドブック（改訂 2版）に収載された薬物相互作用 256例の内訳を見ると，
全体の約半分が薬物動態に関係し，最も多い 37%が薬物代謝に関連した薬物相互作用で
あった．中でも，薬物代謝において重要な役割を果たす，第 I 相代謝酵素であるシトク
ロム P450（CYP）代謝の相互作用が 96%と圧倒的な割合であり，その CYP 代謝に関わ
る薬物相互作用として，酵素阻害（70%）と並び酵素誘導（23%）がその要因となって
いる[4]． 
酵素誘導は化合物により CYP をはじめとする薬物代謝酵素含量および活性が増加す
る現象としてよく知られている．酵素誘導が引き起こされると，併用薬または投与薬剤
自身の代謝が亢進することで血中濃度が低下し，治療効果が減弱する，または毒性代謝
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物が増加するため予期せぬ副作用が発現するという危険に繋がる．1997 年に報告され
たリファンピシンとトリアゾラムの臨床薬物相互作用試験では，CYP3A4 の誘導剤であ
るリファンピシンを 600 mg の用量で 5 日間反復経口投与後，CYP3A4 の基質であるト
リアゾラムを 0.5 mg 経口投与した結果，リファンピシン併用群では酵素誘導に因るト
リアゾラム代謝の亢進が起こり，トリアゾラムの血中濃度はリファンピシン非併用群と
比較して約 10 分の 1 まで劇的に低下した[5]．こうした酵素誘導は主に遺伝子発現レベ
ルで調節されており，異物応答性の核内受容体であるプレグナン X 受容体（pregnane X 
receptor，PXR），構成的アンドロスタン受容体（constitutive androstane receptor，CAR），
芳香族炭化水素受容体（aryl hydrocarbon receptor，AHR）およびペルオキシゾーム増殖
剤応答性受容体 α（peroxisome proliferator activated receptor α，PPAR α）が中心的に働
き，PXR，CAR，AhR および PPAR αは主に， CYP3A4，CYP2B6，CYP1A1/2 および
CYP4A の発現誘導にそれぞれ関与している[6-8]．酵素誘導に関わる核内受容体の中で
も，PXR と CAR は幅広い薬物によって活性化されるため特に重要であるが，CAR に関
する酵素誘導の研究報告は PXR の約半数と少ない．その一因として，CAR は PXR と
異なり不死化細胞系にて恒常的に活性化しているため，CAR 活性化を指標とした簡便
な in vitro評価の困難さがある．また，CAR活性化の in vitro評価難易度と相関する形で，
これまでの in silico 研究の範囲も限定的なものとなっている．従って，創薬における適
切な酵素誘導評価を行う上で，その一翼を担う CAR 活性化研究を深める意義は非常に
高いと考えられる．CAR のターゲット遺伝子は，CYP2B，CYP2C，CYP3A，グルタチ
オン転移酵素，硫酸転移酵素，UDP－グルクロン酸転移酵素 1A1，OATP1，MRP2 およ
び MRP3 を含む，多くの薬物代謝酵素およびトランスポーターの発現を制御しており，
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その中でも，ヒトにおいて CYP2B6 の発現誘導への関与が特に重要とされている[9-14]． 
	 最近の報告によると，CYP2B6 のヒト肝臓 CYP に占める含量の割合は 2〜10%，また，
市販薬剤の代謝への CYP2B6 の寄与は CYP 全体の約 15%となっている（Fig. 1）．その
ため，酵素誘導評価が必要な 4 つの CYP 分子種（CYP1A2, 2B6, 2C, 3A4）の中で，CYP2B6
の寄与率は CYP3A4 に次ぐ高さを示しており，以前と比べ CYP2B6 のヒト薬物代謝に
おける役割の大きさが見直されている[15]． 
 
 
Fig. 1 ヒト CYP 分子種の相対含量および医薬品代謝への寄与率（*酵素誘導評
価の必要な 4 分子種；CYP1A2, 2B6, 2C および 3A4）  
 
 次に，CYP2B6 で代謝される代表的薬剤を Table 1 に示す．CYP2B6 の基質となる薬剤
は幅広い医薬品クラスに数多く存在していることから，CYP2B6 で代謝される薬剤と
CYP2B6 誘導の原因となる CAR 活性化能を持つ薬剤を併用した場合，酵素誘導に伴う
重大な薬物相互作用が引き起こされる危険性が高まっている[16]．  
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Table 1	 臨床で使用される CYP2B6 基質となる医薬品（引用文献 16）  
 
 
 
実際，臨床薬物相互作用の事例として，CAR 活性化能を持つ抗てんかん薬フェニトイ
ンと併用した抗腫瘍薬イフォスファミドおよびシクロフォスファミドの血中濃度低下
[17, 18]，また，CYP2B6 の基質かつ誘導剤である抗マラリア薬アルテミシニンを反復投
与した際に，アルテミシニン自身の血中濃度が低下するいわゆる自己誘導が報告されて
いる[19]．そのため，平成 26 年に厚生労働省より公表された「医薬品開発と適正な情
Drug Class Substrate Contribution of CYPs
Anesthetic Ketamine CYP3A4 > CYP2B6, 2C9
Lidocaine CYP2B6, 2A6 > CYP2B6
Propofol CYP2B6 > CYP2C9
Antiarrhythmic Mexiletine CYP2A1 > CYP2B6, 2E1
Anticoagulant Coumarins CYP2B6 > CYP2E1, 2C19
Anticonvulsant Mephenytoin CYP2B6 > CYP2C9
Antidepressant Bupropion CYP2B6 > CYP2D6, 3A4
Antiepileptic Mephobarbital CYP2B6
Valproic Acid CYP2A6 > CYP2B6, 1A1
Anti-inflammatory Aminopyrine CYP2B6, 2C19 > CYP2C8, 2D6
Antipyrine CYP3A4, 2C > CYP2B6, 1A2
Tazofelone CYP3A4 > CYP2B6
Antimalarial Artemether CYP2B6 > CYP3A4
Artemisinin CYP2B6 > CYP3A4
Antiretroviral Efavirenz CYP2B6 > CYP3A
Nevirapine CYP2B6, 3A4 > CYP2D6
Chemotherapeutic Cyclophosphamide CYP2B6 > CYP3A4, 2C9
Ifosfamide CYP2B6, 3A4 > CYP2C9, 2C19
Tamoxifen CYP2E1, 2D6 > CYP2B6, 3A4
MAOI Selegiline CYP2B6, 2C19 > CYP3A4, 1A2
Opioid Methadone CYP2B6, 3A4
Pethidine CYP2B6 > CYP3A4, 2C19
Psychotropic Clotiazepam CYP2B6, 3A4 > CYP2C18, 2C19
Diazepam CYP2B6, 2C19 > CYP3A4
Temazepam CYP2B6 > CYP2C, 3A
Steroid Testosterone CYP2B6 > CYP3A
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報提供のための薬物相互作用ガイドライン（最終案）」の中で，医薬品開発化合物の
CYP2B6 誘導評価が義務付けられている．従って，製薬企業が創薬の早期段階から
CYP2B6 誘導ポテンシャルを確認する必要性はかなり高いと言え，誘導ポテンシャルが
低いと予測される化合物をデザイン・合成することで，将来的な開発コストの縮小なら
びに新薬創出の成功確度向上へ繋がると同時に，本来の目的である安全で使い易い薬剤
を患者さんに届けることが可能となる． 
創薬研究での酵素誘導リスク評価として，ヒト肝細胞または不死化細胞を用いた in 
vitro 試験が多くの製薬企業で導入されており，CYP2B6 誘導評価についても，近年，ヒ
ト肝細胞より簡便な評価法である，CAR レポータージーンアッセイ，および CAR ツー
ハイブリッドアッセイ等の報告が，CAR 活性化化合物を見出す手法として増加してい
る[7]．しかしながら，CAR 活性化評価を in vitro 試験で行う上で，実験コストおよびス
ループットの制限は避けられず，CYP2B6 誘導に繋がる CAR 活性化化合物の十分な構
造活性相関情報を得るのは難しい状況にある．一方，コンピュータを用いた計算化学技
術である in silico 手法は，これら制限を回避することが可能な魅力的なアプローチであ
り，ADME 分野においても幅広く活用されている[20-21]．CYP2B6 誘導評価に関して，
これまでの in silico 手法を用いたヒト CAR 活性化評価の代表的報告を Table 2 に示す． 
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Table 2	 CAR 活性化能の in silico 予測モデルの報告  
 
 
 
Küblbeck らは，ヒト CAR 活性化能を持つクロトリマゾールおよび TMPP のヒト CAR X
線結晶構造へのドッキングポーズをもとに，Unity を用いたファーマコフォアモデルを
構築した．次に，テストセット 30 化合物を用いて検証したモデルの予測精度は 56.6%
であった [22]．また Lnych らは，2196 個の FDA 承認薬について，ヒト CAR 蛋白への
in silicoドッキングスタディおよび 17化合物で構築したリガンドベースのファーマコフ
ォアモデルを用いたバーチャルスクリーニングを実施し，得られた 19 化合物の活性評
価を行うことで，新規に CAR 活性化能を持つ 7 化合物を見出した（ファーマコフォア
モデルの予測精度：36.8%）[23]．同じく Lnych らは，26 個の CAR 活性化化合物および
非活性化化合物を用いて，Bayesian による判別モデルを構築し，モデルの妥当性として
ROC（receiver operator curve）の AUC が 0.95 であることを確認した[16]．一方，ヒト
CAR 蛋白のフレキシビリティ，およびリガンドの構造多様性が原因で CAR の定量的構
造活性相関（Quantitative Structure Activity Relationship，QSAR）研究には課題があると
言われている[24]．実際，QSAR モデルに関しての報告は，Jyrkkärinne らによる 27 個の
Training set Test set
Pharmacophore
2 ligands
Pharmacophore 36.8%
17 ligands (virtual screening)
Bayesian DS 3.0 26  ROC AUC=0.951 24)
QSAR GRID/GLOPE(3D)
27
(congeneric)  R
2=0.95, q2=0.73 25)
Catalyst   23)
Methods
Number of compounds
Accuracy Ref.
Unity  30 56.6% 22)
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類縁化合物を用いた GRID/GOLPE 手法によるモデル構築事例のみであった[25]．このよ
うに，CAR 活性化能の in silico モデルは複数報告されているにもかかわらず，テストセ
ットを用いた検証が十分に行われていないモデル報告の事例が多く，また検証を実施さ
れたモデルに関しても，その予測精度は 60%以下と創薬の実用レベルに達していないと
判断された．従って，ヒト CAR 活性化化合物を同定するための効果的な計算化学アプ
ローチの報告は今日までほとんどない状況と考えられる． 
ADME 予測の in silico 手法として，これまで知識ベースまたは二次元の化合物構造情
報と実験値を用いた QSAR（2D-QSAR）の報告が多く存在している [26]．この理由と
して，溶解度，肝ミクロソームを用いた代謝安定性，Caco-2 膜透過性および CYP 阻害
等，ADME 関連の in vitro 試験のハイスループット化が近年急速に拡大し，各試験のデ
ータ蓄積が進んだ点，また，蓄積したビッグデータを解析するための機械学習をはじめ
とする in silico 解析手法，ならびに解析ツールの普及が考えられる．Rule of five に代表
される drug-likeness および lead-likeness 等の知識ベースは，主に化合物ライブラリー設
計に用いられており，2D-QSAR アプローチは創薬初期のリード化合物探索，および
hit-to-lead プロセスにおいて利用価値が高い．しかしながら，これらの手法は化合物系
統毎の大きな方向付け，あるいは化合物間の順位付けに適している反面，リード最適化
で求められる化合物の細かい構造変換の予測に関して課題を残す．また，化合物情報の
みを使用して，ターゲットとなる蛋白情報を考慮していない問題も指摘されている[27]．
一方，蛋白構造に基づいた，いわゆる structure-based in silico アプローチは，上記手法を
補完可能と考えられており，ドッキングスコア，ファーマコフォア，および 3D-QSAR
が創薬で活用される代表的な手法として知られる．ADME 分野に限ると，異物の解毒
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代謝，および排泄という進化過程での役割上，ADME 関連蛋白の多くがブロードな化
合物選択性を示し，かつ親和性は µM のレンジであるため，ごく限られた化合物を認
識する薬効ターゲットと比較して基質認識性は非常に低い．そのため，ADME に関す
る structure-based in silico アプローチを行う上で，蛋白と化合物の正確な結合ポーズの取
得がより一層重要であり，加えて QSAR またはリガンドベース手法との組み合わせが
有効的であると推奨されている[28]． 
以上の背景をもとに，本研究では，創薬プロセスで利用できる CYP2B6 誘導予測のた
めの有効的な in silico 手法の確立を目的とした．手法として，CYP2B6 誘導に重要な役
割を果たす CAR に対する structure-based アプローチを採用し，ヒト CAR 活性化能を指
標とした三次元定量的構造活性相関（3D-QSAR）モデルの開発を行った．第一に，多
様な化学構造を持つ 35 化合物のヒト CAR 活性化能を評価し，独自の化合物データセッ
トを整備し，第二に，3D-QSAR モデル構築に必要なヒト CAR 蛋白への in silico ドッキ
ングプロトコルの確立を行い，最後に，整備した化合物データベースおよび in silico ド
ッキングプロトコルを用いて，ヒト CAR 活性化能を精度高く予測する 3D-QSAR モデ
ルを開発した．
24 
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第一節	 CAR 活性化データセットの整備  
 
第一項	 CAR 活性化評価の概要	 
 
創薬における CYP2B6 発現誘導の in vitro 評価として，ヒト初代肝細胞，および CAR
活性化化合物を見出すための，不死化細胞を用いた方法が知られている[29-31]．最初に，
評価手法を理解する上で必要な，CAR を介した CYP2B6 発現誘導機構について記述す
る．CAR 活性化能を持つ化合物は，医薬品，ステロイド，天然物，農薬，産業物質，
および合成化合物等，幅広く存在している[32-35]．生体内，またはヒト初代肝細胞にお
いて，CAR は通常細胞質に存在し， 6-(4-chlorophenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5- 
carbaldehyde	 O-(3,4-dichloro-ben-zyl)oxime（CITCO）のようなリガンド，または活性化
剤の刺激の後に核内へ移行する．核内移行後，CAR はレチノイド X 受容体 α（retinoid 
X receptor α，RXRα）とヘテロダイマーを形成し，標的遺伝子に結合する[7, 36]．CAR
の結合配列として，CYP2B6 遺伝子のプロモーター領域には，phenobarbital-responsive 
enhancer module（PBREM），および xenobiotic-responsive enhancer module（XREM）の二
つが特定されている[37-38]．従って，このような CAR 結合配列を含むベクターを不死
化細胞に導入した，レポータージーンアッセイ系の評価が数多く試みられてきた．しか
しながら，CYP2B6 発現誘導に関わる CAR 活性化能の評価には課題がある．その理由
として，生体内またはヒト初代肝細胞とは異なり，HepG2 細胞のような不死化細胞で
CAR は恒常的に活性化し，リガンドの刺激無しに通常存在する細胞質から核内へ移行
するため，不死化細胞を用いた高感度な CAR 活性化評価の困難さが挙げられている[39]．
その様な中，最近の Chen らの報告では，ヒト CAR リガンド結合部位近傍にアラニン
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を一残基挿入した変異コンストラクト（hCAR1+A）を HepG2 細胞に導入することで，
リガンドに依存した高感度のレポータージーンアッセイを可能とした[29]．その他，ヒ
ト CAR にアラニンを 3 残基挿入した変異コンストラクトの導入[40]，また，ヒト CAR
のインバースアゴニストまたはアンタゴニストを加えることで，基準活性を抑える試み
が報告されている[41]．上記報告の中から，本研究では，hCAR1+A を用いたレポータ
ージーンアッセイ系の手法を導入し，35 化合物の CAR 活性化データを取得した上で，
独自のデータセットを構築した． 
 
第二項	 化合物	 
 
3D-QSAR モデル構築に使用する 35 化合物は，報告されている化合物のヒト CAR 活
性化能の幅広さ、および構造の多様性を考慮して，文献[13, 19, 21, 22, 23, 26]より選択
し，以下の通り入手した．また，化合物の二次元構造式を Fig. 2 に示した． 
CITCO, bisphenol A (BPA), dimethacrylate, 4-(1,1-diphenylpropyl)phenol (DPPP), octicizer, 
β-naphthoflavone, artemisinin, efavirenz, chlorpromazine, phenytoin, carbamazepine および 
chlorothiazideは Sigma-Aldrichより購入した. Clotrimazole, diethylstilbestrol, cis-permethrin, 
imperatorin, flavone, trans-stilbene, diazepam, benzyl butyl phthalate (BBP), acyclovir および
phenobarbita は和光純薬工業（株）より購入した. Methoxychlor, hexestrol, bisphenol AF, 
α-naphtholphthalein, 2-ethylanthraquinone, triphenyl phosphate (TPP), phenolphthalein, 
tri-p-cresyl phosphate (TMPP), triphenylmethanol, 4-isopropylaminodiphenylamine (4IPDPA)
および nevirapine は東京化成工業（株）より購入した．Vatalanib は Shanghai Haoyuan 
28 
 
Chemexpress より購入した． Butylated hydroxyanisole (BHA) は LKT Laboratories より購
入した．Metformin は MP Biomedicals より購入した．Ethotoin は Toronto Research 
Chemicals より購入した． 
 
 
(A)
CITCO Diethylstilbestrol BPA dimethacrylate Methoxychlor Hexestrol
Bisphenol AF Octicizer β-Naphthoflavone Imperatorin DPPP
α-Naphtholphthalein TPP Flavone Vatalanib Phenolphthalein
TMPP Triphenylmethanol Artemisinin trans-Stilbene Efavirenz
BBP Chlorpromazine Phenytoin Carbamazepine Nevirapine
Acyclovir Metformin Phenobarbital
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Fig. 2	 CAR リガンドの化学構造  
(A) 3D-QSAR モデルの構築に使用したトレーニングセット化合物 
(B) 3D-QSAR モデルの検証に使用したテストセット化合物 
 
 
第三項	 ヒト CAR レポータージーンアッセイ	 
 
(ア) プラスミド作成 
ルシフェラーゼ活性のノーマライズに使用する pGL4.10[luc2] レポーターベクター，
および pGL4.74[hRluc/TK] Renilla reniformis ルシフェラーゼベクターからなる，
pTARGET Mammalian Expression vector system は プ ロ メ ガ か ら 購 入 し た ．
pTARGET-hCAR1 発現ベクターは，以下のプライマーを用いて作成した．  
5’-GATCACGCGTGTCATGGCCAGTAGGGAAGATGAG-3’ 
5’-GATCGTCGACTCAGCTGCAGATCTCCTGGAGCAG-3’ 
次に，ヒト CAR キメラコンストラクト（hCAR1+A）は，site-directed mutagenesis 法
にて pTARGET-hCAR1 発現ベクターへアラニンを一残基挿入して（ヒト CAR の 270 お
(B)
Clotrimazole cis-Permethrin 2-Ethylanthraquinone 4IPDPA Diazepam
BHA Chlorothiazide
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よび 271 残基の間）作成した．使用した変異導入（下線部位）プライマーの配列を以下
に示す． 
5’-TCTCCTGCTGACCGACCTGGAGTTACC-3’ 
5’-TCGGTCAGCAGGAGAGAAGAGGGCCAT-3’ 
その後，得られたクローンの配列はシークエンスにて確認した．また，CYP2B6 遺伝
子 5’上流に存在する近位 CAR 応答配列である PBREM（−1869/−1）, および遠位 XREM
（−8770/−8230）を含む pGL4.10-PBREM/XREM ルシフェラーゼレポーターコンストラ
クを作成した． 
 
(イ) ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
HepG2 細胞における全てのトランスフェクションは Invitrogen の Lipofectamine® LTX 
transfection reagent を用いる lipofection により実施した．96 ウェルプレートに HepG2 細
胞を播種し（ 3.5 × 104 / well）， pGL4.10-PBREM/XREM レポーターベクター，
pTARGET-hCAR1+A 発現ベクター，および pGL4.74[hRluc/TK]内部標準ベクターの細胞
へのトランスフェクトを実施した．24 時間後，培地を 6 濃度（0.01 – 100 µM）となる
ように化合物を加えた新しい培地に交換し，さらに 24 時間インキュベートした．次に，
PBS で細胞を 2 回洗い，Dual-Glo luciferase assay system （プロメガ）にてルシフェラー
ゼ活性を定量した．データはコントロールの 2 倍となるルシフェラーゼ活性を示す濃度
を EC2-foldとして表した． 
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第四項	 データセットの分割	 
 
3D-QSAR モデル構築に使用する 35 化合物から計算した，MACCS keys フィンガープ
リントに基づく構造情報，および第三項で測定したヒト CAR 活性化データの多様性が
考慮されるように，Molecular Operating Environment software（Chemical Computing Group, 
Quebec）の Diverse Subset プログラムを使用して，全化合物をモデル構築用のトレーニ
ングセット，およびモデル検証用のテストセットに分割した．一般的に QSAR モデル
の予測適用範囲は，モデル構築に使用したトレーニングセットに依存することが知られ
ている．従って，分割プログラムを実行する際，使用する化合物の構造情報および活性
情報を網羅可能な，35 化合物の 80%に当たる 28 化合物をトレーニングセットに割り付
け，全体の 20%に当たる残りの 7 化合物をテストセットとした．  
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第二節	 In silico ドッキングプロトコルの確立  
 
第一項	 In silico ドッキングプロトコルの概略	 
 
3D-QSAR は三次元空間上の化合物群の特徴，および生物学的活性の相関を解析する
手法であり，記述子の元となる三次元空間上の化合物情報は，化合物配置に依存する．
本研究で用いた 3D-QSAR の代表的手法である CoMFA（comparative molecular field 
analysis）について，Kim らが 364 個の CoMFA モデルのレビューを行った結果，化合物
の活性コンフォメーションの選択，およびそれらの分子アライメントがモデル構築の重
要な 2 つのステップであると報告している[42]．また，ヒト CAR 活性化能を予測する
in silico 研究について，ヒト CAR の多様なリガンドに対する選択性の曖昧さ，および
CAR 蛋白の柔軟性のために，QSAR モデル構築には課題があるとされている[7]． 
以上の情報を基に，ヒト CAR 活性化化合物の 3D-QSAR モデル構築には，使用する
化合物のヒト CAR への正確な結合ポーズを取得することが重要であると考えられた．
従って，そのためのドッキングプロトコルの確立を目指し，具体的には，ドッキングに
用いるヒト CAR 蛋白の柔軟性を考慮するため，ヒト CAR 蛋白の MD シミュレーショ
ンに基づく鍵穴構造サンプリングを行い，得られた複数の蛋白構造を用いたアンサンブ
ルドッキングをドッキングプロトコル確立に採用した． 
 
第二項	 リガンド構造の準備	 
 
リガンドとなる化合物の二次元構造は LigPrep プログラム（Schrödinger Suite 2014; 
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Schrödinger Inc.）を使用し，OPLS2005 力場を用いたエネルギー極小化の三次元構造へ
変換した．また化合物のイオン化状態は ADMET PredictorTM Version 7.2（Simulations 
Plus Inc.）を用いて決定した．最後に，ConfGen プログラム（Schrödinger Suite 2014; 
Schrödinger Inc.）を使用し，化合物のコンフォメーションサーチを実施した． 
 
第三項	 CAR 蛋白構造の準備	 
 
ヒト CAR の X 線結晶構造は Protein Data Bank（PDB）より入手した（PDB ID: 1XVP）．
また，1XVP の B 鎖および D 鎖について，全て結晶水を除いた上で用いた．本研究で使
用した CAR 蛋白リガンド結合部位のアミノ酸残基番号は 103 から 348 であり，CAR 活
性化能の in vitro 評価に使用したキメラコンストラクト（hCAR1+A）に合わせるため，
残基番号 270 および 271 の間にアラニンを一残基挿入した構造を， Prime プログラム
（Schrödinger Suite 2014; Schrödinger Inc.）を使用して作成した．最後に，作成した
hCAR1+A の構造について，OPLS 2005 力場を用いたエネルギー極小化を行った． 
 
第四項	 分子動力学（Molecular dynamics, MD）シミュレーション	 
 
水中におけるヒト CAR 蛋白の活性コンフォメーションをサンプリングするために，
前項で準備した hCAR1+A 蛋白構造（1XVP）を用いた MD シミュレーションを行った．
シミュレーションの系は，水分子モデルとして TIP3P モデルを用いた露な溶媒下におい
て，Na+イオンによる系の中和を行い，OPLS 2005 力場を用いて構築した．用意した系
に Desmond プログラム（Schrödinger Suite 2014; Schrödinger Inc.）の初期設定の平衡プロ
34 
 
トコルを適用した．周期境界条件および非結合相互作用のカットオフ値 9Å は，許容誤
差 10-9の Particle mesh Ewald 法を用いた静電相互作用の下で使用された．Desmond 緩和
における初期平衡プロトコルの後，系に対し 20 nsec（nano seconds）のシミュレーショ
ンを，NPT 条件下で 310.15 K の Nos´e–Hoover thermostat [relaxation time = 1.0 psec (pico 
seconds)]，および1.01325 bar pressureのMartyna–Tobias–Klein barostat（relaxation time = 2.0 
psec）を使用して実施した．原子座標のトラジェクトリデータは 240 psec毎に記録した．
リガンド結合空間（共結晶リガンドの 4 Å 以内）のアミノ酸に対して MD トラジェクト
リの 15 から 20 nsec の間の構造を Conformer Cluster プログラム（Schrödinger Suite 2014; 
Schrödinger Inc.）を用いてクラスタリングした．最後に，クラスタリング後の樹形図を
使用し代表構造を選択した． 
 
第五項	 コンピュータリガンドドッキング	 
 
化合物のドッキングは，選択した 10 個の hCAR1+A 蛋白構造に対して Glide プログラ
ム（Schrödinger Suite 2014; Schrödinger Inc.）の standard precision (SP) モードを用いて実
施した（アンサンブルドッキング）．ドッキングパラメータとして，蛋白の van der Waals 
(vdW) 半径スケールを 1.0，リガンドの vdW 半径スケールを 0.8，グリッドサイズはリ
ガンド周辺 4 Å のアミノ酸に重心を置いた 10*10*10 Å3とした． 
 
第六項	 ポーズ決定	 
 
ポーズ決定手順を Fig. 3 に示した．  
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Fig. 3	 ドッキングポーズ決定の概略手順  
 
	 各々のリガンドについて数多くの結合ポーズが生成され，それらの中に真の結合ポー
ズが含まれていると考え選択した．具体的には，ドッキング計算結果から，各リガンド
の真の結合ポーズを同定するため，Glide スコアのトップを最終的な結合ポーズとした．
このポーズ決定手順の妥当性を検証するため，ヒト CAR X 線結晶構造の二つの結合し
たリガンド[CITCO および 5β-pregnane-3,20-dione (PDB: 1XV9)]について，各々の X 線に
おける結合ポーズを本ドッキングプロトコルで決定した結合ポーズと比較することで，
再現性を検証した．  
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第三節	 Structure-based 3D-QSAR モデルの構築  
 
第一項	 Structure-based 3D-QSAR モデルの概略	 
 
3D-QSAR モデル構築のために，本研究で用いた CoMFA 法について，その解析手順
を簡潔に記述する．最初に，第二節で確立したドッキングプロトコルに従って得た化合
物群の分子アライメントを，2Å 間隔の格子付き三次元空間上に置き，各格子点には，
プローブ原子として，+1 に荷電した SP3炭素原子を配置した．次に，各格子点において，
アライメントされた各化合物とプローブ原子との立体相互作用（立体場），および静電
相互作用（静電場）のエネルギーを計算し，最後に，全分子について計算された格子点
毎のエネルギーと，生物学的活性値を用いて部分最小二乗法（PLS）解析を行った． 
CoMFA 手法の中で，分子アライメントの作成時に蛋白構造とのドッキング情報を利
用する場合，特に structure-based CoMFA 法と呼ばれている．Structure-based 手法は，
ligand-based 手法よりもトレーニングセットへの依存度が低く，より構造的に多様な化
合物への適用の可能性が高いと言われている[43]．また，structure-based CoMFA は，リ
ガンド情報のみで分子アライメントを作成した ligand-based CoMFA と比較して，統計
結果が良好という複数の報告がある [44-45]．従って，本研究においても structure-based 
CoMFA 法を採用し，モデル構築を行った． 
 
第二項	 CoMFA モデルの構築	 
 
最初に，第一節にて準備した 35 化合物について，structure-based 3D-QSAR モデル構
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築で重要となる分子アライメントを作成した．詳細に記述すると，第二節で構築したド
ッキングプロトコルに従い，35 化合物の結合ポーズを得た後，化合物周辺 4Å の
hCAR1+A 蛋白のアミノ酸を用いて，化合物および蛋白複合体を重ね合わせ，蛋白構造
を取り除くことで取得した．CoMFA モデルは SYBYL 10.2 program package（Tripos Inc.）
の QSAR モジュールにより，トレーニングセット 28 化合物を用いて構築した．その際，
全て標準的な初期パラメータを用いた．標準 CoMFA モデル構築の PLS 解析は，生物活
性（ヒト CAR 活性化能）と CoMFA 立体場および静電場に対して実施した．  
次に，標準の CoMFA パラメータである立体場および静電場に，脂溶性パラメータで
ある logD7.4の計算値 S+logD7.4を追加した，改良 CoMFA モデルを構築した．QSAR モ
デル構築は標準 CoMFA モデル同様に PLS 解析によって実施した．尚，脂溶性パラメー
タである S+logD7.4は ADMET PredictorTM (Version 7.2)により算出した．構築した二つの
CoMFA モデルについて，トレーニングセットを用いた leave-one-out 法によるクロスバ
リデーション，およびテストセット 7 化合物を用いた外部検証をそれぞれ実施した． 
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第一節	 CAR 活性化データセットの整備  
 
第一項	 ヒト CAR レポータージーンアッセイ	 
 
ヒト CAR 活性化能の指標として hCAR1+A レポータージーンアッセイによって得ら
れたルシフェラーゼ活性は，EC2-foldの逆数の対数値である pEC2-foldとして表し，Table 3
および Fig. 4 に示した．レポータージーンアッセイにて最も強力なヒト CAR 活性化能
を示した化合物は CITCO であり，pEC2-foldは 7.73（EC2-fold = 0.02 µM）であった．他の
強力な活性剤として，pEC2-foldが 6 より大きい化合物（EC2-fold < 1 µM）は，diethylstilbestrol, 
BPA, dimethacrylate, methoxychlor, clotrimazole, cis-permethrin, hexestrol, bisphenol AF, 
octicizer, β-naphthoflavone, imperatorin, DPPP, α-naphtholphthalein, 2-ethylanthraquinone, 
TPP, flavone, および vatalanib であり，中程度の活性化能として，pEC2-foldが 5 から 6 を
示す化合物（ 1 µM ≦  EC2-fold < 10 µM）は， phenolphthalein, TMPP, artemisinin, 
triphenylmethanol, 4IPDPA, trans-stilbene, efavirenz, diazepam, BBP, chlorpromazine, およ
びBHAであった．そして，pEC2-foldが 4から 5を示す化合物（10 µM ≦ EC2-fold < 100 µM）
は，phenytoin, carbamazepine および nevirapine であり，活性化能の非常に弱い pEC2-fold
が 4 以下の化合物（100 µM ≦ EC2-fold）は，acyclovir, chlorothiazide, metformin, および
phenobarbital であった．尚，EC2-foldが 100 µM 以上の化合物は，pEC2-fold = 4 としてその
後の計算に用いた． 
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Table 3	 実験的 pEC2-fold 値および改良 CoMFA モデルを用いた予測 pEC2-fold 値  
 
 
 
(A) Training set 
No. Compound Experimental pEC2-fold 
a Predicted pEC2-fold Residues S+logD7.4 
1 CITCO 7.73  0.38 7.80 0.07 6.16 
2 Diethylstilbestrol 6.77  0.08 6.81 0.04 4.82 
3 BPA dimethacrylate 6.67  0.27 6.63 0.04 5.71 
4 Methoxychlor 6.66  0.12 6.59 0.07 5.52 
5 Hexestrol 6.50  0.14 6.49 0.01 4.49 
6 Bisphenol AF 6.45  0.15 6.46 0.01 4.54 
7 Octicizer 6.43  0.08 6.32 0.11 5.49 
8 β-Naphthoflavone 6.39  0.09 6.32 0.07 4.92 
9 Imperatorin 6.35  0.12 6.41 0.06 3.46 
10 DPPP 6.27  0.25 6.11 0.16 5.38 
11 α-Naphtholphthalein 6.26  0.15 6.26 0.00 6.01 
12 TPP 6.04  0.04 5.91 0.13 4.24 
13 Flavone 6.02  0.09 5.80 0.22 3.54 
14 Vatalanib 6.01  0.11 6.19 0.18 3.98 
15 Phenolphthalein 5.88  0.40 5.80 0.08 3.95 
16 TMPP 5.77  0.06 5.83 0.06 5.53 
17 Artemisinin 5.76  0.16 5.91 0.15 2.42 
18 Triphenylmethanol 5.76  0.16 5.81 0.05 3.67 
19 trans-Stilbene 5.55  0.15 5.77 0.22 4.82 
20 Efavirenz 5.38  0.24 5.33 0.05 4.19 
21 BBP 5.27  0.07 5.36 0.09 4.69 
22 Chlorpromazine 5.16  0.28 5.18 0.02 3.83 
23 Phenytoin 4.95  0.46 4.86 0.09 1.99 
24 Carbamazepine 4.47  0.36 4.49 0.02 2.40 
25 Nevirapine 4.33  0.10 4.39 0.06 1.53 
26 Acyclovir 4.00 
  
3.98 0.02 0.66 
27 Metformin 4.00 
  
3.94 0.06 2.27 
28 Phenobarbital 4.00 
  
4.09 0.09 1.41 
 
(B) Test set 
No. Compound Experimental pEC2-fold 
a Predicted pEC2-fold Residues S+logD7.4 
1 Clotrimazole 6.64  0.13 6.06 0.58 5.09 
2 cis-Permethrin 6.56  0.01 7.45 0.89 6.97 
3 2-Ethylanthraquinone 6.13  0.23 5.55 0.58 3.86 
4 4IPDPA 5.73  0.37 6.49 0.76 4.07 
5 Diazepam 5.30  0.13 5.74 0.44 2.80 
6 BHA 5.03  0.15 5.20 0.17 3.25 
7 Chlorothiazide 4.00 
  
3.88 0.12 0.79 
a Data represent mean ± S.D (N = 3). 
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 Data represent mean + S.D (N = 3). 
Fig. 4	 35 化合物のヒト CAR 活性化能データ  
 
 
第二項	 データセットの分割	 
 
ヒト CAR 活性化データを取得した 35 化合物について，MACCS keys フィンガープリ
ントに基づく構造情報，およびヒト CAR 活性化データの多様性を考慮して，全体の 80%
をモデル構築用のトレーニングセットおよび 20%をモデル検証用のテストセットに分
割した．Fig. 5 に構造情報から階層型クラスタリング実施後の樹形図を示した．その結
果，トレーニングセットおよびテストセットの化合物は，生成した 11 クラスターから
幅広く選択されていることを確認した． 
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Fig. 5	 35 化合物を用いた階層型クラスタリング樹形図  
クラスターの色：トレーニングセット（桃），テストセット（青）  
1 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 6 6 6 7 8 8 8 8 8 8 8 9 10 11
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第二節	 In silico ドッキングプロトコルの確立  
 
第一項	 鍵穴構造サンプリング	 
 
MD シミュレーションにおいて，初期の二つの蛋白構造（hCAR1+A; 1XVP の B 鎖お
よび D 鎖にアラニンを一残基挿入，Fig. 6）からの重原子のトラジェクトリを確認した
結果，15 から 20 nsec の間で両蛋白ともに構造的揺らぎが平衡に達していることが観察
された（Fig. 7A, B）． 
 
 
 
Fig. 6	 1XVP の B 鎖（緑）および D 鎖（青）にアラニンを一残基挿入したヒト	  
CAR1+A 構造  
 
Ala271'
CITCO'
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Fig. 7	 MD シミュレーションにおける初期構造からの重原子の RMSD 変化  
(A) 初期構造：1XVP の B 鎖にアラニンを一残基挿入したヒト CAR1+A 構造 
(B) 初期構造：1XVP の D 鎖にアラニンを一残基挿入したヒト CAR1+A 構造 
 
次に，リガンド結合部位のアミノ酸について，15 から 20 nsec の間の MD シミュレー
ションにおけるトラジェクトリから得られた構造をクラスタリングし，階層型クラスタ
リング樹形図の Merge Distance = 0.9 の条件にて全クラスターの中から代表 10 構造（A
〜J）を選択した（Fig. 8）． 
 
Fig. 8	 階層型クラスタリングの樹形図  
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MD シミュレーションから選択した 10 構造のトラジェクトリの緩和時間は，1XVP
の B 鎖に対して，15.12, 16.32, 16.56, 17.28, 18.24, 18.48, および 19.92 nsec，また，D 鎖
に対して 15.12, 15.36, および 19.92 nsec であった．選択した 10 構造のヒト CAR リガン
ド結合空間の表面形状を Fig. 9 に示した．これら形状から，ヒト CAR のリガンド結合
空間は多様な構造的コンフォメーションを示すことが確認された．  
 
 
 
Fig. 9	 MD シミュレーション代表構造の CAR リガンド結合空間の表面  
CAR リガンド結合空間表面の色：炭素（灰），窒素（青），酸素（赤），スルホン（黄） 
MD シミュレーション経過時間を以下に示す． 
• 初期構造として 1XVP の B 鎖を使用：15.12 (A), 16.32 (B), 16.56 (C), 17.28 (D), 18.24 
(E), 18.48 (F), および 19.92 (G) nsec  
• 初期構造として 1XVP の D 鎖を使用：15.12 (H), 15.36 (I), および 19.92 (J) nsec 
(A) (B) (C)
(D) (E) (F) (G)
(H) (I) (J)
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第二項	 ドッキングプロトコルの確立	 
 
ドッキングプロトコルの妥当性検証のため，X 線結晶構造のある二つのリガンド
CITCO（1XVP） および 5β-pregnane-3,20-dione（1XV9）について，ヒト CAR 蛋白への
結合ポーズをドッキングプロトコルに従い決定した．まず， CITCO および 
5β-pregnane-3,20-dione のドッキングプロトコルから得た結合ポーズと，X 線結晶構造に
おける両リガンドの結合ポーズの比較を行った（Fig. 10）．その結果，CITCO および 
5β-pregnane-3,20-dione の両結合ポーズ間における RMSD は，それぞれ 1.34 および 0.20 Å
といずれも 2 Å 以内であり，良好な重なりを示した．また，ドッキングにより観察され
たリガンドとヒト CAR 蛋白アミノ酸との相互作用も，X 線結晶と同様であった． 
	 以上より，本ドッキングプロトコルにより X 線結晶構造の結合ポーズを再現できる
ことが明らかとなった． 
 
 
Fig. 10 CITCO (A) および 5β-pregnane-3, 20-dione (B) の結合ポーズ  
ドッキングプロトコルにより決定した構造（橙）， X 線結晶構造（緑） 
Tyr327
His203
Phe161
Asn165
Tyr224
Tyr327
His203Phe161
Asn165
Tyr224
Phe238
Leu239
(A) (B)
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 また，CITCO および 5β-pregnane-3,20-dione の結合ポーズ確認に使用した，鍵穴構造
I および J と X 線結晶構造（1XVP にアラニンを一残基挿入）のリガンド結合部位周辺
のアミノ酸の重なりを比較した．その結果，全体的に重なりのずれは小さかったが，X
線結晶構造と比較して，鍵穴構造 I または J の Asn165, Phe234, および Tyr327 等，一部
アミノ酸側鎖のずれが観察された（Fig. 11）． 
 
 
 
Fig. 11 鍵穴構造 I，J および X 線結晶構造（1XVP; hCAR1+A）のリガンド結合部
位周辺アミノ酸  
鍵穴構造 I（黄），J（桃），X 線結晶構造（灰） 
  
Phe161
Phe234
Tyr327
Phe243
His203
Tyr224
Thr225
Asn165
Phe217
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第三節	 Structure-based 3D-QSAR モデルの構築  
 
第一項	 CoMFA モデルの構築	 
 
前節で確立した in silico ドッキングプロトコルに従い，hCAR1+A の 10 個の鍵穴構造
に対する 35 化合物のアンサンブルドッキング行い，Glide スコアを算出した（Table 4）． 
 
Table 4 35 化合物の hCAR1+A 10 構造に対する Glide ドッキングスコア   
 
Structures a A B C D E F G H I J 
Elapsed time (ns) 15.12 16.32 16.56 17.28 18.24 18.48 19.92 15.12 15.36 19.92 
CITCO −8.57 N.C. b N.C. N.C. −7.38 −7.94 N.C. −10.45 −11.11 c −10.51 
Diethylstilbestrol −8.88 −8.14 −5.73 −6.58 −9.54 −8.01 −6.19 −7.34 −8.42 −8.02 
BPA dimethacrylate −7.08 −7.27 N.C. N.C. N.C. −8.13 N.C. −9.27 −9.98 −8.32 
Methoxychlor −7.51 −6.81 −6.08 −6.97 −7.97 −9.13 N.C. −7.76 −8.41 −8.16 
Clotrimazole N.C. N.C. N.C. N.C. N.C. N.C. N.C. −7.54 −9.89 −9.16 
cis-Permethrin −9.20 −8.61 −6.80 −5.64 −9.22 −9.20 N.C. −8.95 −9.61 −9.34 
Hexestrol −9.21 −8.97 −7.66 −7.10 −8.36 −8.78 −6.43 −8.97 −8.95 −8.59 
Bisphenol AF −8.19 −7.89 N.C. N.C. −7.42 −8.45 N.C. −9.72 −9.24 −9.10 
Octicizer −8.18 −7.81 −7.40 −7.58 −8.52 −8.62 −6.90 −9.03 −9.20 −9.03 
β-Naphthoflavone −8.35 −8.26 −7.58 −8.44 −8.98 −7.14 N.C. −8.73 −8.97 −8.42 
Imperatorin −7.98 −6.98 −7.28 −8.35 −8.26 −8.61 −7.37 −8.29 −8.10 −8.10 
DPPP −6.33 −6.99 N.C. N.C. −6.72 −8.96 N.C. −9.06 −9.17 −9.03 
α-Naphtholphthalein N.C. N.C. N.C. N.C. N.C. N.C. N.C. −9.38 −10.58 −11.17 
2-Ethylanthraquinone −8.71 −8.26 −8.25 −8.21 −8.65 −9.15 −7.38 −8.36 −8.32 −8.57 
TPP −8.38 −7.60 −7.55 −7.76 −8.78 −8.85 −6.41 −8.80 −9.25 −8.82 
Flavone −8.02 −8.04 −7.52 −7.15 −8.34 −8.09 −8.02 −7.73 −7.99 −7.83 
Vatalanib −8.39 −7.67 −6.96 −7.52 −7.34 −7.99 N.C. −8.82 −9.60 −9.05 
Phenolphthalein −8.00 N.C. N.C. N.C. N.C. −8.12 N.C. −8.40 −9.12 −9.15 
TMPP −7.16 −6.87 −6.49 −7.23 −6.86 −8.16 N.C. −8.51 −9.20 −8.81 
Artemisinin N.C. N.C. N.C. N.C. −6.98 −8.06 N.C. −5.99 −7.93 −7.55 
Triphenylmethanol −7.08 N.C. −6.44 −6.59 −7.95 −8.42 N.C. −8.34 −8.77 −8.79 
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4IPDPA −7.80 −7.88 −8.03 −8.00 −7.81 −8.56 −6.68 −7.74 −7.94 −7.65 
trans-Stilbene −6.95 −5.98 −6.09 −6.24 −7.23 −7.10 −6.44 −6.59 −6.73 −6.77 
Efavirenz −6.95 −5.98 −6.09 −6.24 −7.23 −7.10 −6.44 −6.59 −6.73 −6.77 
Diazepam −7.97 −5.90 N.C. −7.38 −8.09 −9.07 N.C. −8.27 −7.41 −8.07 
BBP −8.93 −8.50 −8.38 −7.42 −8.92 −8.57 −7.13 −8.56 −8.81 −8.94 
Chlorpromazine −9.00 −8.01 −9.30 −8.89 −8.82 −8.86 −7.23 −9.64 −9.58 −8.96 
BHA −7.10 −7.36 −6.70 −7.89 −7.25 −7.25 −6.70 −7.26 −7.66 −7.30 
Phenytoin −7.13 −7.14 N.C. −7.49 −8.14 −7.38 N.C. −8.24 −8.40 −8.18 
Carbamazepine −8.74 −8.33 −6.83 N.C. −8.73 −9.03 N.C. −9.20 −9.78 −9.58 
Nevirapine −7.21 −6.07 N.C. −6.19 −7.15 −8.35 N.C. −8.25 −8.38 −8.57 
Acyclovir −6.80 −5.96 −6.01 −6.73 −6.73 −6.71 −6.76 −6.67 −6.46 −5.97 
Metformin −6.78 −7.17 −6.39 −7.46 −7.07 −8.15 −6.36 −6.52 −6.59 −6.80 
Phenobarbital −3.27 −3.33 −3.15 −4.04 −2.73 −3.44 −3.42 −3.20 −3.61 −2.95 
Chlorothiazide −7.64 −7.09 −5.78 −8.48 −7.48 −7.06 N.C. −7.48 −7.35 −7.41 
a Structures of A, B, C, D, E, F, G and H, I, J are obtained from 1XVP chain B and chain D, respectively. 
b Not calculated 
c Underscored values represent Glide top score of each compound. 
 
Glide トップスコアに基づく各化合物のコンフォメーションを決定後，CoMFA モデル構
築のための分子アライメントを得た（Fig. 12）． 
 
 
 
Fig. 12	 ドッキングプロトコルから得られた分子アライメント  
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 次に，トレーニングセット化合物の分子アライメントを用いて計算した CoMFA 立体
場および静電場と CAR 活性化データより，PLS 解析にて二種類の CoMFA モデルを構
築した．第一のモデルは CoMFA 標準の立体場および静電場のみを使用し，標準 CoMFA
モデルと名付けた．また，第二のモデルは CoMFA 立体場および静電場以外に logD7.4
の計算値（S+logD7.4）を使用し，改良 CoMFA モデルと名付けた．二つの CoMFA モデ
ルの統計パラメータを Table 5 に示した． 
 
Table 5 CoMFA モデルの統計結果  
 
  Standard CoMFA model Modified CoMFA model 
  
1) CoMFA fields 
2) Descriptors 
 1) Steric, electrostatic 
 2) N/A i 
 1) Steric, electrostatic 
 2) S+logD7.4 
 Statistics   
  r2 a 0.99 0.99 
  q2 b 0.48 0.74 
  No. of components 5 5 
  Spress c 0.11 0.11 
  F d  414 380 
  r2pred e 0.50 0.71 
  Contribution 
  
  ST f 0.55 0.35 
  El g 0.45 0.43 
  S+logD7.4 h 
 
0.22 
a Conventional correlation coefficient. 
b Leave-one-out cross-validated correlation coefficient. 
c Standard deviation for the sum of square-predicted errors. 
d F value. 
e Predicted correlation coefficient for the test set. 
f The contribution value of steric field. 
g The contribution value of electrostatic field. 
h The contribution value of calculated logD7.4. 
i Not applicable 
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 標準 CoMFA および改良 CoMFA モデルのトレーニングセットの相関係数 r2はいずれ
のモデルにおいても 0.99 以上と非常に良好であった．一方，トレーニングセットによ
るクロスバリデーションの r2（q2）は，最適な 5 成分で，標準 CoMFA および改良 CoMFA
モデルについて，それぞれ 0.48 および 0.74 であり，また，テストセットを用いた相関
係数 r2predは，それぞれ 0.50 および 0.71 であった．このように，改良 CoMFA モデルの
q2および r2pred値は標準 CoMFA より高かったことから，標準 CoMFA モデルに脂溶性パ
ラメータを追加することは，モデルの予測精度改善に効果的であることが明らかとなっ
た（Table 5）．次に，改良 CoMFA モデルの予測 pEC2-fold値を Table 3 に示し，実験値と
予測値のプロットを Fig. 13 に示した． 
以上の結果，改良 CoMFA モデルにおいて，pEC2-fold の予測値は実測値と良い相関を
示すと結論付けられた． 
 
 
 
Fig. 13	 実験的 pEC2-fold 値と改良 CoMFA モデルにおける予測 pEC2-fold 値の相関プ
ロット  
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第二項	 CoMFA 等高線図	 
 
改良 CoMFA モデルの等高線図を Fig. 14A-D に示した．詳細には，CoMFA 等高線な
らびに CAR リガンド結合部位の代表的アミノ酸を Fig. 14A および B に示し，リガンド
結合空間の蛋白の表面領域を Fig. 14C および D に示した．CoMFA 立体場である緑色お
よび黄色の等高線は，それぞれリガンド構造が近くに配置することが CAR 活性化に好
ましい領域，および構造配置が好ましくない領域を表している（Fig. 14A, C）．また，
CoMFA 静電場である赤色および青色の等高線は，それぞれリガンドの負電荷を持つ構
造配置が CAR 活性化に好ましい領域，および正電荷を持つ構造配置が好ましい領域を
表している（Fig. 14B, D）．本研究で得られた CoMFA 等高線図において，リガンドの構
造配置が好ましい立体場の領域（緑色）はリガンド結合空間の比較的疎水性の表面領域
に観察された（Fig. 14C）．また，リガンドの負電荷を持つ構造配置が好ましい領域（赤
色）は，近くに正の電荷をもつアミノ酸の部分構造が，また正電荷を持つ構造配置が好
ましい領域（青色）は，近くに負の電荷をもつアミノ酸の部分構造が観察された（Fig. 
14B）．  
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Fig. 14 改良 CoMFA の等高線図  
(A) CoMFA 等高線の立体場と周辺のアミノ酸 
(B) CoMFA 等高線の静電場と周辺のアミノ酸 
(C) CoMFA 等高線の立体場とリガンド結合部位周辺の脂溶性キャビティー 
(D) CoMFA 等高線の静電場とリガンド結合部位周辺の静電キャビティー 
 
 
一例として，α-naphtholphthalein（pEC2-fold = 6.26）の結合ポーズと CoMFA 等高線を
Fig. 15 に示した．α-Naphtholphthalein とヒト CAR 蛋白の相互作用が確認されたアミノ
酸の中で，立体場の緑色領域付近にて，Phe217 との間のπ-π相互作用を，また，静電
場の赤色領域付近にて，His203 との間の水素結合が観察された． 
Phe234
Tyr327
His203 Thr225
Phe217
Phe243
Phe161
Asn165
Tyr224
(A) (B)
(C) (D)
Phe234
Tyr327
His203 Thr225
Phe217
Phe243
Phe161
Asn165
Tyr224
0.1
0
-0.1
200
-200
100
-100
0
0.05
-0.05
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以上の結果，本研究で構築したモデルの CoMFA 等高線図は，ヒト CAR 蛋白のリガ
ンド結合領域の環境をよく反映していると考えられた． 
 
 
 
Fig. 15 α-Naphtholphthalein のドッキングポーズと CoMFA 等高線図   
Phe217
His203
Phe161
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第三項	 リガンドとヒト CAR 蛋白の相互作用が観察されるアミノ酸情報	 
 
	 モデル構築に使用した分子アライメントのリガンド結合ポーズの中から，CITCO, 
α-naphtholphthalein, diethylstilbestrol, および TPP の 4 化合物について，これら化合物と
ヒト CAR 蛋白（hCAR1+A）の間の相互作用が観察されたアミノ酸を Fig. 16 に示した． 
CITCO および 5β-pregnane-3,20-dione の X 線結晶構造の情報から，疎水性相互作用，お
よび His160，His203 との水素結合が重要であると報告されている[46]．しかしながら，
それ以外，リガンド結合に関与するヒト CAR の重要なアミノ酸残基はほとんど知られ
ていない． 
	 本研究結果から，これら 4 つのリガンドと hCAR1+A のアミノ酸残基との相互作用を
示すと， Phe161, His203, Phe217, Tyr224, Phe234, Phe243, および Tyr327 と間でπ-π相
互作用が観察された．また，水素結合については，既に報告のある His203 に加えて，
Asn165, および Thr225 との間で新たに観察された．  
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Fig. 16 CAR リガンドとリガンド結合部位周辺アミノ酸間の相互作用  
（A）	 CITCO 
（B）	 α-naphtholphthalein 
（C）	 diethylstilbestrol 
（D）	 TPP 
(A) (B)
(C) (D)
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第一節	 3D-QSAR モデルの予測性能に関する考察  
 
本研究では，CoMFA 手法を使用し，化合物のヒト CAR 活性化能を評価するための
3D-QSAR モデルを構築した．Table 5 に示す通り，構築した改良 CoMFA モデルの統計
値は優れた値であり，予測と実測の pEC2-fold値の間には高い相関が確認された．一般的
に，QSAR モデルは以下の条件「トレーニングセットの相関係数 r2 が 0.6 より大きく，
かつクロスバリデーションの q2が 0.5 より大きい」を満たす場合，予測性があると考え
られている[47]．また，他の報告では，q2およびテストセットを用いた r2predの両方につ
いて 0.6 が妥当な閾値であると推奨している[48]．これらのクライテリアに従うと，本
研究にて構築した改良 CoMFA モデル（r2 = 0.99, q2 = 0.74, r2pred = 0.71）は高い予測性能
を有していると考えられた． 
本研究にて構築した改良 CoMFA モデルに関し，ヒト CAR 活性化能の高い予測性能
を得られた理由として，以下の三点が考えられる． 
（1）質の高いヒト CAR 活性化データセットの構築 
（2）化合物の正確な結合ポーズを取得可能なドッキングプロトコルの確立 
（3）脂溶性パラメータの追加効果 
最初に，「（1）質の高いヒト CAR 活性化データセットの構築」について述べる．大部
分の核内受容体とは異なり，CAR は不死化細胞において化合物の刺激無しに恒常的に
活性化しているため，化合物添加に対するレスポンスが低く，簡便かつ高感度な CAR
活性化の検出が困難とされていた[39]．そうした中，ヒト CAR1 のスプライシングバリ
アントであり，同じく肝臓に多く存在する CAR3 ベースの変異コンストラクト
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（hCAR1+A）が，ヒト CAR の化合物反応性のサロゲートとして確立された[29]．そこ
で，本研究にて，hCAR1+A を用いた高感度のレポータージーン評価系を導入し，試験
に供した．次に，医薬品，ステロイド，天然物，可塑剤，産業物質および合成化合物を
含む幅広い CAR 活性化剤の報告の中から，化学構造の多様性を考慮して 35 化合物を選
抜し，hCAR1+A レポータージーン評価を行った結果，活性のダイナミックレンジは，
pEC2-foldが 7.73（EC2-fold = 0.02 µM）から 4.00（100 µM）と広いものであった．ヒト CAR
の in silico 研究の大部分は，ヒト CAR 活性化能を単一濃度（10 µM）における溶媒コン
トロールに対する倍率で表しているため，本研究と比較してその活性のダイナミックレ
ンジは狭い[23, 25, 49]．また，QSAR モデル構築のために，同一のアッセイプロトコル
から得られるデータを使うことは特に重要であり，かつ活性は 2 から 3 オーダーの幅を
示すのが望ましいと言われている[42]．従って，本研究で整備したヒト CAR 活性化化
合物データセットは，医薬品を含む 35 個の構造的に多様な化合物を用いた，同一プロ
トコルとしては最大級の CAR 活性化ダイナミックレンジを持っており，この様な質の
高いデータセットを使用することが，優れた予測性の要因の一つと考えられた． 
次に，「（2）化合物の正確な結合ポーズを取得可能なドッキングプロトコルの確立」
について述べる．ヒト CAR 活性化能を予測する QSAR モデル構築において，ヒト CAR
の多様なリガンドに対する選択性の曖昧さ，および蛋白の柔軟性が課題であり [7, 50]，
一方，structure-based 3D-QSAR アプローチの性能は，ターゲット蛋白構造の質に強く依
存するといわれている[51-52]．従って，ヒト CAR 蛋白の柔軟性を考慮し，蛋白の活性
コンフォメーションを得る鍵穴構造サンプリングを目的として，水中における MD シミ
ュレーションを実施した．MD シミュレーション後のトラジェクトリ解析から 10 個の
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ヒト CAR 蛋白構造を選択し，それら 10 構造を用いたアンサンブルドッキングにより，
CITCO および 5β-pregnane-3,20-dione の X 線結晶構造を再現する結合ポーズを得るため
のドッキングプロトコルを確立した．興味深いことに，確立したドッキングプロトコル
に従い，35 化合物のドッキングを実施した結果，Glide トップスコアを示す化合物の結
合ポーズに使用されたヒト CAR 蛋白構造（鍵穴構造）は，10 個中 7 個にわたることが
明らかとなった（Table 4, 6）．従って，ヒト CAR 蛋白に対し，多様な構造からなる化合
物群の正確な結合ポーズを評価するには，本研究にて実施した，ヒト CAR 蛋白構造の
柔軟性を考慮し，多数の鍵穴構造を用いたアンサンブルドッキングが有用であると考え
られた．また，Table 6 に，10 個の鍵穴構造に対して Glide トップスコアを示した 35 化
合物の数の内訳，ヒト CAR 活性化能の平均値，および化合物との間で相互作用の観察
されたアミノ酸を示した． 
 
Table 6 Glide トップスコア化合物と相互作用する hCAR1+A 10 構造のアミノ酸  
 
Struct 
-ures a
Elapsed 
time (ns) 
Number of ligands 
(Glide top score) 
pEC2-fold 
(mean) 
Amino acids interacted with ligands  
(Glide top score) 
A 15.12 2 5.25 His203, Tyr224, Thr225 
B 16.32 0 N.C. b 
 
C 16.56 0 N.C. 
 
D 17.28 3 4.34 
 
E 18.24 5 6.02 Asn165, His203, Phe217, Tyr224, Thr225, Phe243 
F 18.48 7 5.70 His203, Phe217, Tyr224, Phe243 
G 19.92 0 N.C. 
 
H 15.12 2 5.97 Phe161, Asn165, Tyr224 
I 15.36 11 6.14 
Phe161, Asn165, His203, Phe217, Tyr224, Thr225, 
Phe243, Tyr327 
J 19.92 5 5.50 Phe161, His203, Phe217, Thr225, Phe234 
 a Structures of A, B, C, D, E, F, G and H, I, J are obtained from 1XVP chain B and D, respectively.  b Not calculated
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この中で，ヒト CAR 活性化能の平均値の最も高い鍵穴構造 I，および最も低い鍵穴構
造 D ついて，リガンド結合部位のアミノ酸の重ね合わせを実施した．その結果，35 化
合物との間で相互作用が観察された，9 つのアミノ酸（Phe161, Asn165, His203, Phe217, 
Tyr224, Thr225, Phe234, Phe243, および Tyr327）の複数で構造のずれが確認された（Fig. 
17）． 
 
 
 
Fig. 17 Glide トップスコア化合物と相互作用する鍵穴構造の 9 個のアミノ酸  
アミノ酸の色：鍵穴構造 D（桃），鍵穴構造 I（水色） 
 
これまでの報告によると，Phe161, Asn165, Phe234 および Tyr326（本研究では Tyr327）
は，ヒト CAR 蛋白のコアクティベーター結合に大事な役割を担っているヘリックス 12
を安定化されるための，重要なアミノ酸残基と言われている[7]．また，Tyr326 は，CAR
にアゴニストが結合した際，ヘリックス 12 と相互作用して，その動きを制限すること
Phe161
Phe234
Tyr327
Phe243
His203
Tyr224
Thr225
Asn165
Phe217
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でコアクティベーターをリクルートしているという考察もある[53]．さらに，His203 は
X 線結晶構造にて，リガンド（5β-pregnane-3,20-dione）との水素結合が観察されたアミ
ノ酸残基である[46]．従って，本研究においても，鍵穴構造 D と I 間で構造のずれの見
られた Asn165，His203 および Tyr327 は，ヒト CAR 活性化の差異を説明する上で重要
であると考えられた．一方，特に構造のずれの大きかった Tyr224 は，多くの CAR 活性
化化合物との間で相互作用が観察されたアミノ酸残基である．現状，CAR 活性化と
Tyr224 の関連について，ヒト CAR 蛋白リガンド結合部位の疎水性ポケットの一部を
Tyr224 が構成するという報告がある程度で[46]，その寄与は明確でない．しかしながら，
ヒト CAR の核内移行シグナルである，NLS2（nuclear localization signal 2）には Tyr224
が含まれているため[54]，リガンドとの直接的な相互作用以外に，Tyr224 が CAR 活性
化ならびに核内移行へ関与している可能性もあり，更なる検証が必要と考えられる． 
次に，「（3）脂溶性パラメータの追加効果」について述べる．標準 CoMFA モデルと
比較し，脂溶性パラメータである S+logD7.4 を追加することで，改良 CoMFA モデルに
おける q2 の明らかな改善が見られた．本研究において，S+logD7.4 を標準 CoMFA に追
加した理由は二つ挙げられる．第一に，類縁の核内受容体 PXR と同様，ヒト CAR のリ
ガンド結合部位周辺は，極性および電荷を持つアミノ酸残基よりも疎水性アミノ酸残基
が多いため，疎水性環境であると報告されている[40]．実際，CITCO の X 線結晶構造情
報から，CITCO の para-cholrophenyl 部位および dichlorophenyl のオキシムリンカー領域
が，ヒト CAR リガンド結合部位の二つの離れた疎水性ポケット内に位置していること
がわかっている[40]．従って，脂溶性パラメータである S+logD7.4を，立体場および静電
場を使用する標準 CoMFA モデルに追加することは，疎水性相互作用情報を補う面から
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非常に重要であると考えられる．第二に，本研究における化合物のヒト CAR 活性化能
の in vitro 評価は，HepG2 細胞を用いて実施されており，細胞質画分に存在するヒト CAR
蛋白へ化合物が結合するためには，化合物は細胞膜を透過して細胞質に入る必要がある．
複数の報告から [55-56]，Caco-2 細胞膜の透過性は logD7.4と正の相関があるとされてい
るため，ヒト CAR 活性化能評価において脂溶性は重要なパラメータと考えられる．以
上，二つの理由を考慮すると，標準 CoMFA モデルに S+logD7.4 を追加することは，ヒ
ト CAR リガンド結合部位におけるリガンドとの疎水性相互作用の影響面，および細胞
膜透過性の影響面において，ヒト CAR 活性化能の予測性向上に寄与したと考えられた． 
一方，これまでヒト CAR 活性化能を評価する 3D-QSAR モデルとして，GRID/GOLPE
手法を用いた報告（Jyrkkärinne モデル）がある[25]．しかしながら，Jyrkkärinne モデル
は単一のヒト CAR X 線結晶構造を用いて構築されているため，ヒト CAR 蛋白の柔軟性
の情報を十分に利用できていない．加えて，モデルに使用しているトレーニングセット
化合物は，N-置換のスルホンアミドおよびウレア誘導体でほぼ構成されているため，構
造的多様性に乏しいと考えられる．実際，本研究で使用した 35化合物，および Jyrkkärinne
モデルにて使用された 27 化合物の構造多様性を比較するために，両モデルの合計 62 化
合物について，フィンガープリントの構造情報に基づく階層型クラスタリングを実施し
た．その結果，本研究で使用した 35 化合物は，得られた 10 クラスター全てに分布した．
一方，Jyrkkärinne モデルの 27 化合物はクラスター2 および 3 のわずか 2 クラスへの分
布にとどまり，本研究のモデル構築に使用した 35 化合物と比較して，その構造多様性
は小さかった（Fig. 18）． 
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Fig. 18	 階層型クラスタリングの樹形図  
クラスター番号の色：本研究の使用化合物（青），Jyrkkärinne モデルの使用化合物（桃） 
 
加えて，Jyrkkärinne モデルでは，テストセット化合物を用いたモデルの検証が実施され
ていなかった．従って，本研究は，多数の鍵穴蛋白構造を用いたアンサンブルドッキン
グにより，ヒト CAR 活性化に対し多様な構造を持つテストセット化合物の検証を実施
した最初の 3D-QSAR モデルの報告と考えられた．実際，本研究における改良 CoMFA
モデルの統計値（r2 = 0.99，q2 = 0.74）は，Jyrkkärinne モデルの統計値（r2 = 0.95，q2 = 0.73）
よりも優れていた．さらに，本モデルでは，Jyrkkärinne モデルでは未実施である，テス
トセットを用いた良好な検証結果（r2pred = 0.71）も確認している． 
  
1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 8 9 10
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第二節	 3D-QSAR モデルを用いたヒダントイン誘導体のヒト CAR 活性化能の比
較  
 
改良 CoMFA モデルを創薬段階で使用する際，例えばヒト CAR 活性化能を有する化
合物と，その化合物の活性化能を減弱させるために一部分を変換したデザイン化合物，
つまり二次元構造は類似な化合物間の CAR 活性化能を，改良 CoMFA モデルは区別で
きる必要がある．そこで，本節ではヒダントイン誘導体のヒト CAR 活性化能について
検証した．使用するヒダントイン誘導体として，モデル構築時に使用したフェニトイン
に加え，新規検証化合物としてエトトインを用いた．両化合物とも，癲癇の予防および
治療のために広く使用されている抗けいれん薬である[57-58]．フェニトインは，ヒト
CAR 活性化能の pEC2-fold予測値および実測値がそれぞれ 4.86 および 4.95 と相関する，
中程度のヒト CAR 活性化化合物である．加えて，ヒト肝細胞を用いた CYP2B6 誘導能
に関する報告[57]，ならびに抗腫瘍薬であるシクロフォスファミドおよびイフォスファ
ミド等との臨床薬物相互作用の報告が存在する[17-18, 59]，CYP2B6 誘導の陽性化合物
である．一方，(R)-エトトインおよび(S)-エトトインのヒト CAR 活性化能の pEC2-fold予
測値は，それぞれ 4.30 および 4.28 と低いものであり，続いてエトトイン（ラセミ体）
の実測値を測定した結果，予測値をよく反映する非常に弱いヒト CAR 活性化能（EC2-fold 
> 100 µM）を示した．また，これまでにエトトインのヒト肝細胞を用いた CYP2B6 誘導
能，および臨床薬物相互作用に関する情報は存在せず，エトトインは CYP2B6 誘導の陰
性化合物と考えられた．従って，フェニトインおよびエトトインは類縁の誘導体である
にも関わらず，異なるヒト CAR 活性能および CYP2B6 誘導能を示すことが明らかとな
った．そこで，両化合物の CoMFA モデルの等高線，およびヒト CAR 蛋白との結合ポ
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ーズについて観察した（Fig. 19）． 
 
 
 
Fig. 19	 ヒダントイン誘導のドッキングポーズと CoMFA 等高線図  
（A）	 フェニトイン 
（B）	 (R)-エトトイン 
（C）	 (S)-エトトイン 
（D）	 CoMFA 等高線の立体場におけるフェニトインのドッキングポーズ 
（E）	 CoMFA 等高線の立体場における(R)および(S)-エトトインのドッキングポーズ 
a 括弧内の値はラセミ体エトトインの pEC2-foldを表示 
 
その結果，フェニトインはリガンド配置が好ましい立体場の領域（緑）に芳香環が位
置しており，同時にその芳香環と Phe217 のπ-π相互作用が観察された（Fig. 19D）．一
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方，(R)および(S)-エトトインでは，同じ領域に芳香環は位置しないため，同様の相互作
用は観察されなかった（Fig. 19E）．また，物性面において，フェニトインおよびエトト
インの S+logD7.4はそれぞれ 1.99 および 1.09 であることから，ヒト CAR リガンド結合
部位の疎水性環境を考慮すると，フェニトインの持つエトトインより高い脂溶性が，
CAR との相互作用に有利であると考えられた． 
以上，本研究の改良 CoMFA モデルは，CoMFA 等高線，ヒト CAR との結合ポーズ，
および脂溶性面の考察から，ヒダントイン誘導体をはじめとする類縁化合物のヒト
CAR 活性化能の違いを説明可能であると考えられた．   
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第三節	 本研究における 3D-QSAR モデルの課題  
 
	 本研究にて構築した 3D-QSAR モデルは，ヒト CAR 活性化能を精度高く予測可能な
モデルである．しかしながら，本モデルでは，典型的なヒトCAR活性化能を持つCYP2B6
誘導剤の一つであるフェノバルビタールについて，活性化能無しと予測しており，既知
の情報と乖離する結果となっている．フェノバルビタールはヒト CAR に直接結合せず
CAR を活性化する，いわゆる “indirect CAR activator（間接的活性化剤）” であること
が知られている[60-61]．また，そのメカニズムとして，フェノバルビタールによる
epidermal growth factor receptor（EGFR）シグナル経路を介した CAR の Thr38 脱リン酸
化が，CAR の核内移行に重要であると報告されている[61]．そのため，乖離の直接的原
因として，本研究で使用した活性データである hCAR1+A レポータージーンアッセイ評
価条件おいて，間接的活性化剤であるフェノバルビタールのヒト CAR 活性化能が観察
されない点が挙げられる．この点に関し，レポータージーンアッセイに用いたヒト肝癌
由来細胞株である HepG2 細胞は，薬物代謝活性およびトランスポーター輸送活性が極
めて低いことが報告されており[62]，ヒト初代肝細胞と比べ細胞の機能低下が示唆され
ている．従って，フェノバルビタールが本 in vitro 評価条件で活性を示さない理由の一
つに，HepG2 細胞の間接的 CAR 活性化に関わる機能低下の可能性が考えられる．ただ
し，フェノバルビタールの CAR に直接結合しない性質，ならびに本研究の in vitro 評価
条件では，フェノバルビタールの間接的な CAR 活性化能を検出しない点を考え合わせ
ると，改良 CoMFA モデルにおいて，フェノバルビタールのヒト CAR 蛋白への結合能
が弱く，活性化能無しと予測した結果は，非常にリーズナブルであると言える．この点
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から，本研究の改良 CoMFA モデルは，ヒト CAR 蛋白との結合を基に，主に直接的な
CAR 活性化能を引き起こす化合物を予測するモデルと考えることができる． 
	 一方，CYP2B6 誘導予測という観点では，間接的活性化剤を除外している本予測モデ
ルは，その全体を必ずしもカバーしていない．現在，ヒト CAR の間接的活性化のみを
正確に評価する創薬上の試験系は存在しないため，解決策の一つとして，ヒト肝細胞を
用いた CYP2B6 発現誘導能を直接予測する試みが考えられる．一例として，Nagai らが
アゾール誘導体 22 個のヒト肝細胞における CYP2B6 誘導データを用いた回帰モデルを
構築し，23 個の薬剤で検証を行った報告がある[63]．しかしながら，その予測精度は十
分ではなく，CYP2B6 誘導予測の過大評価傾向が見られた．従って，種々のメカニズム
が含まれる CYP2B6 誘導を直接予測するのは，現状非常に困難であり，更なる検討が必
要と考えられている． 
	 以上，本研究にて構築した改良 CoMFA モデルは，採用した in vitro 評価系の性質上，
間接的なヒト CAR 活性化剤の予測に課題を残している．しかしながら，創薬での活用
を考えた場合，間接的活性化剤のような，存在割合が低くかつメカニズムが完全に解明
されていない化合物よりも，直接的な CAR 活性化化合物を第一に見出すことが，化合
物の SAR および原因構造を迅速に把握し，回避に向けた構造展開を行う上で重要とな
ってくる．それ故，本研究の予測モデルは，創薬段階での CYP2B6 誘導を回避するファ
ーストステップの役割を果たす性能を持っており，その利用価値は高いと考える． 
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第五章 	 総括	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本研究では，創薬プロセスで利用可能な CYP2B6 誘導予測のための有効的な in silico
手法の確立を目的とした．手法として，CYP2B6 誘導に重要な役割を果たすヒト CAR
蛋白に対する structure-based アプローチを採用し，ヒト CAR 活性化能を指標とした
3D-QSAR モデルの開発を行った． 以下に，本研究で得られた知見をまとめる． 
 
① ヒト CAR 活性化能評価の同一試験プロトコルとしては，多様な化学構造を持つ化
合物，ならびに広いダイナミックレンジを持つ活性からなる最大級のデータセッ
トを整備した． 
 
② ヒト CAR 蛋白構造の柔軟性を考慮し，複数の鍵穴蛋白構造を用いたアンサンブル
ドッキングを取り入れることで， X 線結晶構造のリガンド結合ポーズを再現可能
なドッキングプロトコルを確立した． 
 
③  3D-QSAR モデルとして，標準の CoMFA フィールドである立体場および静電場に
脂溶性パラメータを追加した改良 CoMFA モデルを構築し，優れた予測精度を確認
した（r2 = 0.99, q2 = 0.74, r2pred = 0.71）．  
  
本研究の改良 CoMFA モデルは，創薬研究へ適した，ヒト CAR 活性化能を持つ幅広
い化合物群の予測が可能である．また，structure-based CoMFA モデルの利点を活かすこ
とで，CoMFA 等高線および CAR 蛋白への結合ポーズを基に，CAR 活性化化合物と予
測した化学構造に関する変換部位の提案をはじめとした，CYP2B6 誘導回避に向けた合
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成展開への具体的な考察を可能とする．従って，本研究成果は，創薬早期ステージから
CYP2B6 誘導に関連する薬物相互作用リスクを低減した医薬品候補の選択に有益な知
見を提供でき，その結果，より安全で使い易い医薬品を患者さんへ届けるために貢献で
きるものと考えられる．
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